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論 文 内 容 要 旨
肺障害 とそれ に引 き続 く肺線維化 において,肺 胞上皮 と血管 内皮 のバ リア機能 の破 綻が重要 と
考え られ るが,具 体 的な分子生物 学的な機 序 につ いて はほ とん ど理解 されていな い。 近年,正 常
組織 では タイ トジャ ンク シ ョンが細胞間のバ リアを形成 し,上 皮 細胞 シー トの透 過性 を規定 す る
ことが明 らかに された。今 回我 々は,肺 障害 とそれ に続 く線維 化が タイ トジャ ンクシ ョンに及 ぼ
す影 響 と,そ の病理 的 な意 義を検討 す るため,タ イ トジ ャンクシ ョンの主 要 な構 成成 分で あ る
claudinの発現 が,肺 障害 モデ ル と間質 性肺 炎患者 の肺 で どの よ うに変化 す るか を検 討 した。
claudinfamilyとしてclaudin-1からclaudin-24まで24のアイ ソタイ プが知 られて いるが,ノ ー
ザ ンプロ ッ トによる解析 によ り,正 常肺 においてclaudin-5とclaudin-18が強 く発現 されて いる
こ とを 同定 した。 免疫染 色 による観 察の結果,肺 胞壁 の毛細血管 内皮細 胞 にはclaudin-5が発現
して お り,肺 胞上 皮 細胞 にはclaudin-18が発現 して い るこ とを明 らか に した。 次 に,ブ レオ マ
イ シン腹腔 内投与 に よ り引 き起 こされたマ ウス肺 障害 モデルでclaudinの発現の変化 を検討 した。
ブ レオ マイ シ ン投与 後,急 性期 よ りclaudin-5の発現 は減少 傾向 を認 め,28日後 には統計的 な有
意差 を もって減少 した。 免疫染色 によ る観察では,線 維化病変 において は,血 小板 内皮細胞接着
因子(plateletendothelialcelladhesionmolecule:PECAM)の発 現 は変化 な い に も関 わ ら
ず,血 管 のclaudin-5の発現 が低下 した。 また,上 皮細胞 では,claudin-18は28日後 の肺 で も発
現 の低 下 は,claudin-5の発 現の低下 に比較 し軽 度で あ り,免 疫 染色 で も肺 の大 部分 で は特 に染
色パ ター ンも変化 しな か った。 しか し,線 維 化巣周囲で は,claudin-18の染色 像 は断片化 が 目立
ち,肺 胞 上皮 におけ るタイ トジャンクシ ョンの統合性が喪失 してい る ことを想起 させ た。 マ ウス
ブ レオマ イ シン肺 障害 モデル と類似 の変化 が,間 質性 肺炎 の患者 の線 維化肺 に も認 め られ た。in
vitroの実 験 で は,臓 器 の 線維 化 の主 要 な調節 因子 で あ る トラ ンス フ ォー ミング増殖 因子 β
(Transforminggrowthfact一β:TGF一β)は,内 皮細胞 で はclaudin-5の発現 を低下 させた。
一方 ,上 皮細 胞 で は,タ イ トジャ ンクシ ョンの消失 と α一SMAの発現,ま た,線 維 芽細胞 状へ
の形 態変化 を認 め,上 皮 間葉転(Epithelial-mesenchymaltransition:EMT)を誘導 した と考
え られた。 これ らの実験結 果 は,肺 障害 時に上皮 細胞 と内皮細胞 の両 方の タイ トジャ ンク シ ョン
が影響 を受 けた結果,細 胞 間のバ リアが破綻 し透過性が充進す ることを明 らかにす るものであ り,
また,上 皮細胞 と内皮 細胞 両方 のタイ トジ ャンクシ ョンの変 化が,TGF一βに よ り惹 起 され てい
る可 能性 を示 唆す る もので ある。
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審 査 結 果 の 要 旨
近 年,正 常組織 では タイ トジャ ンクシ ョンが細胞 間のバ リアを形 成 し,上 皮細胞 シー トの透過
性 を規定す るこ とが明 らかにな った。正常 肺構築 にお ける肺胞上皮 と血管 内皮の バ リア機 能は,
肺 障害や それ に引き続 く肺線維化病 態でその破綻 が関与す る と推察 され る。 学位 申請者 は タイ ト
ジャ ンク シ ョンの主 要な構成成分で あるclaudinに着 目 し,肺 障害 や線 維化 にお ける病理 学的な
意義 を検討 した。 その結果:
①claudinfamilyであるclaudin-1から24まで24の アイ ソタイプの うち,
i)ノ ーザ ンプ ロ ッ ト解析で は,正 常肺 で はclaudin-5とclaudin-18が強 く発 現 されてい るこ
とを同定 した。
li)免疫 染色 で は,肺 胞壁 の毛 細血管 内皮 細胞 にはclaudin-5が,肺胞上皮 細胞 にはclaudin-
18が発現 して いた。
② ブ レオ マイ シ ン腹腔 内投与 によるマウス肺 障害 モデルでは,
i)ブ レオマ イ シン投与 後急性 期 よ りclaudin-5の発現 は低下 し,28日後 には統 計的 な有意差
を も って減少 した。
且)免 疫染色 で は,線 維化病巣の1鉦小板 内皮細 胞接着 因子(plateletendothelialcelladhesion
molecule:PECAM)の発現 は変化な いに も関 わ らず,血 管 内皮 細胞 のclaudin-5の発現 が低下
した。
iii)上皮 細胞 で は,claudin-18は28日後 の肺 で も発現 の低下 は軽 度 で,免 疫染色 で も肺 の大
部分 で染色 パ ター ンに変化 はなか ったが,線 維化巣周 囲で は,claudin-18の染 色像 は断片化 が 目
立 った。
iv)間質性肺炎 の患者 の線維化肺 にも,ブ レオマイ シ ン肺障害モ デル と類 似の変化 が認 め られ,
肺胞上 皮 にお ける タイ トジャンクシ ョンの統合性 の喪失 を推測 させた。
③invitroの細胞培養実験で は,
i)内 皮細 胞(HUVEC)で は,臓 器 の線 維化 の主 要調節因子 で あ る トラ ンスフ ォー ミング増
殖 因子 β(Transforminggrowthfact一β:TGF β)は,claudin-5の発現 を低下 させ た。
ti)上皮細胞(A549)では,TGF一βによ り,タ イ トジャンクシ ョンの消 失 と α一SMAの発現,
また,線 維芽 細胞 様形 態変化 を認 め,上 皮 一間葉 転換(Epithelia1-mesenchymaltransition:
EMT)を 誘導 した と考 え られた。
これ らの研究結 果 は,
i)肺 組織 の 主 たるclaudinは内皮細 胞がclaudin-5であ り,肺 胞上皮 細 胞 はclaudin-18であ
る ことを初 めて示 した。
且)さ らに肺 障害 において上皮細胞 と内皮 細胞双方 の タイ トジ ャンク シ ョンが障害 され,細 胞
間バ リアが破綻 し,透 過性が充進す る ことを明 らかに した。
世)ま た上 皮 細胞 と内皮細 胞双方 のタイ トジ ャ ンク シ ョンの変 化 が,TGF一βで惹 起 され てい
る可能性 を示 した。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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